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【研究目的】本研究では、振動分光法の一種であるラマン分光法を用いて、生体内での脂質の酸化状態
を定量的にモニタリングする技術の開発を目的としている。紫外線や化学物質などのストレスが原因と
なって、体内では活性酸素種(ROS)が発生する。ROS はその反応性の高さから体内におけるさまざまな
生体内分子を非特異的に酸化し、あらゆる疾患や炎症を引き起こす。しかし、ROS は寿命が短く体内に
蓄積しにくいため、標識なしで定量することは困難である。生体内において ROS の一部は脂質の二重結
合を酸化し、過酸化脂質の生成や二重結合数の減少(飽和化)を生ずる。脂質は代謝が遅く体内に蓄積され
やすいので、これを定量することよって体内での組織の ROS の暴露量を推定することができると考えら
れる。ラマン分光法は、試料にレーザーを照射することにより無標識で分子の組成や構造を分析するこ
とができるため、生体内において非侵襲で in situ かつ微小領域を測定することができる。ラマン分光法
を用いた生体脂質酸化分析の基礎実験のため、水溶性の生体脂質モデルとして不飽和脂肪酸を導入した
リポソームに酸化剤を添加したサンプルを、生体皮膚モデルとしてヒト皮膚 3 次元モデルに不飽和脂肪
酸を導入し紫外線照射したサンプルを用い、脂肪酸のラマンスペクトル変化の解析を行った。 
 
【実験方法】DPPC(ジパルミトイルホスファチジルコリン)で生成したリポソームに不飽和脂肪酸である
リノール酸を導入した L-リポソームを生成した。不飽和脂肪酸を酸化するための酸化剤として m-クロロ
過安息香酸を用い、酸化剤添加後 5 分後にレーザー出力約 70mW、励起波長 785nm でラマン測定を行
った。ヒト皮膚 3 次元モデル(MatTek 社製)には、ヒト正常表皮角化細胞再構築モデル(EPI)と、表皮角
化細胞・メラニン細胞で構成された再構築モデル(MEL)を用いた。皮膚モデルの表皮層下に不飽和脂肪
酸であるリノール酸をマイクロシリンジで約 10µL 導入した後、UVA(365nm)405mJ/cm2、UVB(302nm) 
42mJ/cm2 を照射した。3 日間 37℃5％CO2 環境下で培養した後、レーザー出力約 85mW、 励起波長
785nm でラマン測定を行った。また、皮膚モデルに導入していない純粋なリノール酸を 3 日間 37℃5％
CO2 環境下に置いた後ラマン測定を行い、皮膚モデルに導入したリノール酸より得られたスペクトルと
比較した。 
 
【実験結果と考察】L-リポソームを酸化剤で酸化した後にラマン測定した結果、C=C に帰属される
1654cm-1 のバンドの減少と、CH2 に帰属されるバンドのブロード化と高波数側へのシフト、また、O-O
に帰属される 865cm-1のバンドの出現が観測できた。この結果は、酸化剤で酸化されたリノール酸の C=C
の飽和化または分解、ペルオキシドへの構造変化、脂肪酸鎖の分解によるものであると考えられる。皮
膚モデル MEL にリノール酸を導入した際のラマン測定結果では、コントロールのリノール酸に比べて
=C-H のバンド強度が減少し、O-O のバンド強度が増加していた。一方で、皮膚モデル EPI に導入した
リノール酸のラマンスペクトル結果では、MEL での結果よりも=C-H のバンド強度が減少し、O-O のバ
ンド強度が増加していた。これにより、皮膚モデルによってリノール酸の酸化が促進された可能性が示
唆され、EPI に導入したリノール酸では MEL に導入する場合より酸化されている可能性が示唆された。
また、UVA、UVB を照射した際において、MEL に導入したリノール酸では C=C のバンド強度が増加
していたので、紫外線照射によって皮膚モデル内のリノール酸の C=C の共役化が促進された可能性が示
唆された。MEL に導入したリノール酸では、メラノサイトを含んでいない EPI に比べて酸化が抑制され
ていたので、皮膚モデルに導入したリノール酸における紫外線の影響と、メラノサイトによる酸化の抑
制がラマン分光法で測定できた可能性が示唆された。 
 
Fig.1 濃度別酸化剤を添加した L-リポソームのラマン測定結果 
 
 
 
 
Fig.2 皮膚モデルに導入したリノール酸のラマンスペクトルにおける 
1654cm-1(C=C)のバンドの共役化度と酸化度 (左：EPI、右：MEL) 
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